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論文内容要旨
 細胞の増殖と分化は,総じて互いに背反的な関係にあるとみなされる。この二つの事柄(増殖
 /分化)の転換のメカニズムは細胞生物学および発生生物学上の解明されるべき重要な問題のひ
 とつである。多くの細胞において,増殖/分化の転換が拡散性の因子による細胞間情報伝達に.よっ
 て制御されることが知られている。細胞性粘菌1)`0妙08亡θ伽肌disOO`4εμ肌は周囲に栄養源が存
 在する限り単細胞のアメーバとして増殖を続けるが,栄養源の枯渇または除去により,細胞の集
 合をはじめとする形態形成を開始する。粘菌細胞の形態形成の開始(増殖から分化への転換)に
 おいて,周囲の栄養源の欠乏に加え,細胞によって分泌される細胞間情報伝達因子が重要な働き
 をしていることが明らかとなってきた。本研究では,発生の開始・進行に必要とされる新たな細
 胞間情報伝達因子を単離・精製し,その生理作用を明らかにすることを目的とした。そのために,
 新しい検定培養系を考案し,次の点を明らかにした。
 (11、醜。みos古θZ砒椛4オsooZd甜椛のAX-2(elonelH1)細胞を新しい栄養培地に植え継いだ後,
 比較的高い細胞密度(1x106cells/ml以上)まで増殖させた後,飢餓処理すると正常に発生す
 るが,低い細胞密度(5×105cells/ml以下)のときに飢餓処理すると,細胞集合をはじめとす
 る形態形成は認められなかった。細胞が飢餓処理されたときに,発生を開始できる能力を「発生
 能」と定義した場合,この能力は増殖中の粘菌細胞が定常的に細胞外に分泌し,細胞密度に依存
 して栄養培地中に蓄積している因子,ある種のprestarvationfactor(PSF')により付与され
 ると考えられる。発生能を獲得した細胞を新鮮な栄養培地に移して,PSF'を細胞の周囲から取
 り除くと発生能は30分以内に失われた。一方,発生能を失った細胞をPSF一を多く含むと思われ
 る,一度細胞を増殖させるのに用いた栄養培地(conditionedmedium;CM)中で培養すると,
 細胞は再び発生能を獲得するが,それには比較的長い時間(3-5時間)を要した。また発生能
 の再獲得は部分精製したPSF'を新鮮な栄養培地に加えることによっても誘起された。しかし,
 部分精製したPSF'を発生能を持たない細胞に飢餓処理条件下で投与しても形態形成誘導効果は
 ないことから考えて,PSF'は増殖中の細胞にのみ効果的な,その意味で真のprestarvation
 fac七〇rだといえる。また,PSF'の分泌量は栄養源の濃度が高い培地中ほど多く,周囲に栄養源
 が存在しない飢餓処理後の分泌量は非常に少なかった。
 PSF'の化学的性質として次のことが明らかとなった。CMを沸騰水で処理してもPSF'活性
 は保持されるが,タンパク分解酵素処理により失活した。また塩析,イオン交換カラムにより部
 分精製したPSF'をFPLCゲル濾過カラムにより分画すると,分子量が30-40KDaの分画に
 PSF'活性が検出された。一方,5-35%ショ糖密度勾配によって濃縮したCMを分画すると,
 活性は20%ショ糖近傍にのみ検出された。これらの事実は,PSF一が分子量30-40KDaのタン
 パク質性因子であり,培養液中では巨大な構造を作っていることを示唆している。
 いくつかの種,株において,飢餓処理された細胞は拡散性の,強力な分化誘導因子を分泌し,
 発生能をもたない飢餓処理後の細胞に形態形成を誘導する。部分精製したPSF一の添加では飢餓
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 処理後の細胞には形態形成を誘導しないことから,この因子はPSF'とは異なると考えられる。
 この因子の活性の強さは種,株によって異なっており,これは分化誘導因子の分泌量,または因
 子の構造の違いを反映していると考えれる。また,この飢餓処理後に分泌される因子と同様な効
 果は,適当な濃度の無機リン酸を無栄養培地に添加することによっても認められ,この因子の働
 きへの無機リン酸イオンの関与が予想される。
 (2)いったん飢餓処理したAX-2細胞を低栄養の培地で培養すると,栄養源の濃度が高いほど
 形態形成の進行が遅れ,通常用いている栄養培地の5%を添加することによって,集合をはじめ
 とする形態形成は完全に阻害され,ゆっくりとした増殖が進行した。しかし,より高い細胞密度
 で培養するか,飢餓処理後の粘菌細胞から調整された培養上清(conditionedmedium;CM)
 を上述の低栄養源培養系に添加すると,形態形成が誘導されることが示された。CMを添加した
 条件下では,正常発生において起こる(i)DNA合成の阻害,(廿)細胞質分裂,および(司cAMPへ
 の走化的感受性の獲得,を誘導した。CM中に含まれる増殖から分化への転換に機能する因子は
 熱に不安定であり沸騰水中では1分以内に失活した。この因子はDEAE-Cellulose,Pheny1-
 Sepharose,Superose-6そしてMonoQカラムを用いて生化学的に単離・精製された。その過程
 でFPLCゲル濾過カラム(MonoQ)による分画は,この因子が分子量450KDaの巨大分子であ
 ることを示した。そこで,この因子を分子量450KDaのconditionedmediumfactorとして
 CMF欄と命名した。CMF燗は,主として3種類のサブユニット(94KDa,79KD&,49KDaタ
 ンパク質)から構成され,49KDaタンパク質に関してはN末端アミノ酸配列を決定することが
 できた。以下にその配列を示す。
 EQNEDKDDDFSGT。・
 CMF4船の形態形成を誘導する活性は1%SDS処理を行ってもあまり失われなかったが,SDS
 処理の後SDS-PAGEを行うと,分離されたタンパク質を含むゲルの,どの分画にもCM活性は
 認められなかった。このことから,CM活性が発揮されるには分子量450KDaの複合体の全体と
 しての構造が必要とされるように思われる。このような巨大分子が拡散性の情報伝達物質として
 機能している事実は興味深い。
 本研究以前には,飢餓処理の前後(増殖中から発生の初期)に機能する情報伝達物質として,
 3種類のタンパク質が報告されていた。本研究で明らかにした2っの情報伝達因子はこれらとは,
 分子量,熱処理への安定性,生理機能などの諸性質において,必ずしも一致せず,新規の因子で
 あると結論した。したがって,少なくとも5種類の細胞間情報伝達因子が飢餓処理の前後で役割
 を分担して,あるいは一部は同じ役割を担うことにより粘菌細胞の発生の進行を調節していると
 考えられる。発生開始のスイッチが栄養源の枯渇以外に,バイパスともいえるいくつもの情報伝
 達系によって制御される意義は今のところ不明だが,これはこの生物の生存戦略に有利なシステ
 ムかも知れない。いずれにせよ,粘菌細胞が増殖・分化する際の周囲の環境条件が形態形成の進
 行に決定的に重要だといえる。現在までに,上記タンパク質性情報伝達因子のうち単離・精製に
 成功しているのはCMF姻のほか1種類のみであり,粘菌細胞の発生開始の機構,増殖/分化の
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切り換え機構を明らかにす
子生物学的解析を行う必要
 ションを大量に得られるこ
 増殖/分化の制御機構を研究
接合因子により増殖の抑制
るが,細胞周期上G1期に
 /分化の切り換え点(PS点
 れるものと期待される。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は,増殖期あるいは飢餓処理(発生を開始させるための操作)直後の粘菌細胞が合成・
 分泌し,その後の分化形質の発現に必要とされる細胞間情報伝達因子について,それらを分離・
 精製し,それらの生理作用を明らかにすることを目的としており,以下に示すような重要な知見
 がいくつか得られている。
 1)増殖期の細胞は,既に,飢餓処理後の発生・分化に必要な因子を細胞外の栄養培地中に分泌
 している。本研究では,まずprestarvationfactor(PSF)と呼ばれるこの因子の分離・同定が
 試みられ,その結果,この因子を単一の物質として分離するには至らなかったが,分子量30-40
 KDaのタンパク質性因子であることを明らかにした。これは,分子量やその他の諸性質におい
 て,これまでに報告されているPSFとは異なっており,新しい細胞間情報伝達因子として注目
 される。
 2)飢餓処理された細胞も細胞集合をはじめとする形態形成に必要な因子を無栄養培地(形態形
 成用培地)に分泌しており,この因子の作用は,面白いことに,培地への無機リン酸の添加によっ
 て置き換えられることを示した。この事実は,形態形成におけるリン酸化(おそらく,タンパク
 質のリン酸化)の重要性を示唆するものとして注目される。
 3)上とは異なる因子が,増殖期および飢餓処理後の細胞によって細胞密度依存的に分泌され,
 この因子は増殖から分化への移行に必要とされることが示された。このことは,独自に考案され
 た生物検定系を用いてはじめて明らかにされた。種々のカラム・クロマトガラフィーや電気永動
 法によって,この因子の分離・精製が試みられ,その結果,この因子の活性型は分子量450KDa
 のタンパク質性巨大分子であることが示され,これを主要な構成サブユニット(94KDa,79
 KDa,49KDaタンパク質)構造に分離すると,分化誘導因子としての活性は失われることが明
 らかにされた。この因子は,これまでに報告されているいずれのCMF(conditionedmedium
 faetor)とも異なる新規の高分子複合体であり,CMF45。と命名されたこの巨大分子が細胞間情
 報伝達因子として機能している事実はきわめて興味深い。因に,増殖/分化の切り換え時にみら
 れる諸現象が実際にCMF4弱によって誘起されることが確かめられている。
 4)このように,細胞を分化させるシグナルとしては,飢餓条件に加えてさまざまな種類の分子
 が細胞間情報伝達因子として働いていることが本研究ではじめて明らかにされた。
 本論文で明らかにされた以上の知見はいずれも新しいものであり,その学問的意義は非常に高
 いといえる。また,当学位申請者は今後自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識
 を有すると判断する。よって,飯島典生提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認め
 る。
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